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るpHの影響も同様であった．低分子基質である
2’，3’－cyclic　CMP，2’，3’－cyclic　UMPに対
する反応速度定数はkm値100μM，138μM，　Vmax
値37／min，33／minと両酵素で一致しており，高
分子基質であるRNA分解時に遊離されるヌク
レオチドの順番も両酵素共AMP＞GMP＞
UMP＞CMPであり，両酵素で一致していた．
　化学組成の比較を行った結果をTable　Iに示
した，両酵素共N未端アミノ酸はThr，　C末端
アミノ酸はSerであった．アミノ酸分析の結果
も両酵素共非常に似かよっており，両酵素の差は
炭水化物の含量のみであった．これらの結果から，
RNase　MLとRNase　MMは分子のタンパク質
部分が同一で，異なった糖鎖を持つアイソザイム
であると考えられた．糖鎖構造に違いのある
RNaseの例として古くは牛膵臓由来のRNase　A
に糖鎖のついたRNase　Bが知られており，14）
TABLE　I．Chemlcal　composltlon　of　RNase　ML　and
RNase　MM．
RNase　ML　RNase　MM
蹴
　　へ
NH2・termlnal　amlno　acld　Threonine
Carboxyl－termlnal　amlno　acld　Serme
Neutral　sugar
Amlno　sugar
12．3％
1．2％
Threonlne
　Serlne
　5．90％
　1．06％
Amlno　aCld （mo1％）
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Double　dlffuslon　analysls　of　RNase　ML　and
RNase　MM．　Antl－RNase　MLγ・globulln　was
placed　ln　the　center－well．　The　outer　wells
were丘11ed　wlth　RNase　ML　and　RNase　MM．
　基質分解時の両酵素の作用機作を比較すると．
至適pHはいずれも4．5であり，酵素活性に対す
Trp
Lys
Hls
Arg
Asp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
1／2Cys
Val
Me
Ile
Leu
Tyr
Phe
1．89
3．37
1．55
1．31
14．58
6．25
13．44
10．87
5．18
7．31
5．56
4．00
2．37
1．13
4．43
6．08
7．56
2．72
1．87
3．17
1，56
1．25
14．00
6．36
13．24
10．49
6．50
6．94
5．18
3．62
2．33
0．63
5．65
7．32
7．32
2．56
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その他の動物由来のRNaseにおいても多数の例
が知られている．11）一方真菌では・4sゑoη2αθ
のRNase　T2に，種々の異なった糖鎖を持つT2L
1～5の存在が報告されている15）．
　RNase　MLとRNase　MMの糖鎖の違いが，
糖鎖結合部位の数の違いか，結合部位は同一で糖
鎖の長さに違いがあるのかを検討するために糖鎖
を持つペプチドの分離を行った．両酵素共別々に
還元カルボキシメチル化16）を行った後トリプシン
で消化した．消化後の標品のpHを4．0に下げる
と，両酵素共酸可溶性ペプチドと酸不溶性ペプチ
ドとに分けることが出来る．酸可溶性ペプチドに
のみ糖が含まれていたので，この画分をSepha－
dex　G－50でゲルロ過を行った．（図4）　糖を含
むペプチドの画分を各々集めα一Chynlotrypsin
消化し，ペーパークロマトグラフィーで更に精製
した．得られたグリコペプチドML－TSIICと
MrTSIIICの化学組成表をTable　IIに示した．
TABLE　II　Chemical　composition　of　glycopeptides
　　　　　ML　TS－IIC　and　MM　TS－IIIC　isolated
　　　　　from　tryptic　digests　of　RCM　RNase
　　　　　ML　and　RNase　MM．
Amino　acid
　＆Sugar
Peptide
ML　TS－IIC　MM　TS－IIIC
Arg
Asp
Thr
Ser
Glu
Gly
Ala
Ile
Leu
Tyr
Glucosamine
Mannose
（residue／mol）
?????
1．00a
2．43
1．14
2．25
3．22
0．36
1．19
1．54
0．63
0．71
3．00
20．17
1．00a
2．00
1．29
2．14
2．85
0．40
1．26
1．66
0．72
0．90
2．27
8．58
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Fig．4．　Gel　filtration　of　the　acid－soluble　fraction
　　　of　the　tryptic　digests　from　RCM　RNase　ML
　　　　and　RCM　RNase　MM　on　Sephadex　G－50．
　　　　（a）Acid－soluble　fraction　from　the　tryptic
　　　　digest　of　RCM　RNase　ML（40mg）．（b）Acid－
　　　　soluble　fraction　from　the　tryptic　digest　of
　　　　RCM　RNase　MM（45mg）．　The　column（2x
　　　　150cm）was　equilibrated　and　eluted　with
　　　　50mM　trimethylamine－acetate（pH　8．0）．
aMolar　ratios　of　amino　acids，　glucosamine，　and
　mannose　are　calculated　assuming　one　arginine
　residue　per　mol　pep匂dg．
RNase　MLから得られた糖ペプチドML－TSIIC
とRNase　MMから得たべプチドMMTS－IIICの
アミノ酸組成は非常に似ており，どちらの酵素か
ら得た糖ペプチドも同一の部位に由来する物であ
ると考えられる．各々の糖ペプチドの一次構造を
決定すべく，N未端からはエドマン分解法17）によ
り，又，C未端からはカルボキシペプチダーゼA
及Bを用いてアミノ酸配列の解析を行った．結果
を図5に示した．糖鎖のついた4番目のAsn
は他のPTHアミノ酸の収率が約90％であるのに
対し，約10％の収率であり，このAsnに糖鎖が
結合していると推定出来る．更にこれを確認する
ため，MLTS－IIC，　MMTS－IIICをプロナーゼ処
理し，消化後糖鎖の結合しているアミノ酸をペー
　　 　123456789　　　　Glu　T r　Ser　A亨n　Ile　Thr　Ser　Ue　Leu　　　　　　　　　CHO
　　　　ヨ　　　　　　　つ　　　ヨ　　　ぽ　　　ヨ　　　　　　　　　　　グ　　　　10　　11　　12　　13　　14　　　　Glu　Ala Gln　Asn　Arg
Fig．5．　Amino　acid　sequence　of　glycopeptide，　ML
　　　TS－IIC　and　MM　TS－IIIC．
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パークロマトグラフィーにより精製し，アミノ酸
分析を行ったところSer／Asnが0．8の比率で糖
ペプチドの両方から検出された．これらの結果か
ら，糖鎖の結合部位はこの糖ペプチドの4番目の
Asnであり，　RNase　ML，　RNase　MM共に糖
鎖の結合部位は分子内の一ケ所であると考えられ
る．RNase　MLとRNase　MMの違いは一ケ所
についている糖鎖の長さに存在するという事が明
らかとなった．更に糖鎖の結合しているAsn残
基の周辺のアミノ酸残基は一As。－11e－Thr一であ
った．アスパラギン結合型の糖鎖の結合するAs。
残基は一般に一As。－X－Thr／Serの配列であるこ
とが知られているがRNase　ML，　RNase　MMの
糖鎖結合部位の配列もこれに一致していた．
2．　活性に関与しているHis残基周辺のアミ
　　ノ酸の一次構造にっいて18）
　RNaseの活性中心の検索にはヨード酢酸，ヨ
ー ド酢酸アミドによる化学修飾がよく行われてい
る，本酵素についてもヨード酢酸，ヨード酢酸ア
ミドによる修飾を行うと，ヨード酢酸では，pH
4．5において1分子当たり約1残基のカルボキシ
メチル（CM）基の導入により酵素が失活し，ヨー
ド酢酸アミドではpH　8．0で，酵素1分子に対し
約2残基のカルボキサミドメチル基の導入により
失活する．いずれの場合も修飾されたアミノ酸は
His残基であった1°）．この失活は本酵素活性の拮
抗阻害剤であるヌクレオチドにより保護されるこ
とから，修飾を受けたHis残基は活性中心に関
与していると考えられる．このHis残基周辺の
アミノ酸の配列を解析するため14C－ICH2COOH
を用いてRNase　Mを修飾し，1分子当たり0．81
mol　14C－CM基の導入された残存活性約18．5％の
標品を調製した．本標品を還元CM化後，　Try・
psin消化し，消化後pHを4．0に調整し，酸可
溶性画分と不溶性画分とに分画した．可溶性画分
には約22％，不溶性画分には約52％の割合で放
射活性が回収された．各々の画分をSephadex
G－50のゲルロ過を行った．（図6）図6に示した
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Fig．6．　Gel－filtration　of　tryptic　digests　of　RCM
　　　RNase　M，　on　a　Sephadex　G－50　column．
　　　（a）Ge1－filtration　of　the　tryptic　digests　of
　　　RCM　RNase　M　precipitated　at　pH　4．0．
　　　（b）Ge1一丘ltration　of　tryptic　digests　of　RCM
　　　RNase　soluble　at　pH　4．0．
様に不溶性画分からは2つ，可溶性画分からは1
つの放射活性を持つpeakが得られた．不溶性画
分から得られた画分を溶出順にP1，　P2とし可溶
性画分から得た放射活性画分をS1とした，　P1と
S1の溶出位置はほぼ同じであった．
　図これらの画分の一部をとりα一chymotrypsin
消化し，消化物をペーパークロマトグラフィーで
分離した．（図7）図7の結果が示す様に，S1とP1
より得た放射活性のある消化ペプチドは同じ移動
度を示し，P2から得られた消化ペプチドは異な
った移動度を有していた．
　これらのペプチドのアミノ酸分析を行ったとこ
ろS1とP1は同じ組成であったので同一画分
として取扱い，P2画分はDEAE－celluloseヵラ
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Fig．7．　Paper　chromatography　of　theα一chymotry－
　　　ptic　digests　of　three　tryptic　peptides，　P1，
　　　P2，　and　S1．　The　hatched　spot　indicates
　　　the　radioactive　one．
ムで更に精製した後アミノ酸分析を行った．結果
をTable　IIIに示した．　S1－C，　P2画分の組成は
異なり，両ペプチドより3－CM－Hisを検出した．
両ペプチドのアミノ酸配列を解析した結果を図8
に示した．ペプチドのアミノ酸配列及びCM化
されたHis残基付近のアミノ酸配列が両ペプチ
ドで異なっており，His残基に対するCM化と酵
素の失活とに相関関係があることから，RNase　M
の活性中心に2つのHis残基が関与していると
考えられる．
　RNaseの活性中心残基としては，牛膵臓の
RNase　AでHis　12，　His、19の2個のHisの存
在が知られているが，RNase　Aをヨード酢酸に
より修飾すると反応生成物はHis、、9のN、位に
TABLE　III．　Amino　acid　composition　of　two　histi－
　　　　　dine　residue　cりntaining　peptides．　The
　　　　　amino　acids　with　asterisks　were　ass－
　　　　　umed　to　be　1．00．　The　figures　in　par－
　　　　　entheses　indicare　the　nearest　integer
　　　　　value　for　each　amino　acid．
Amino　acid　　　　　　　S1－C　　　P2－DEAE
CM　Cys
ASp
Thr
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
3－CM　His
Val
Ile
Leu
Tyr
Phe
His
Lys
0．73（1）
2．93（3）
1．30（1）
1．40（1）
0．24
1．29（1）
2．07（2）
0．60
1．17（1）
1．28（1）
1．00（1）＊
0．31
1．67（2）
5．00（5）
1．90（2）
2．04（2）
3．53（3）
2．51（3）
2．34（2）
1．31（1）
0．44
L33（1）
1．78（2）
1．36（1）
2．40（2）
1．00＊（1）
0．58
0．63（1）
CM基の導入された1－CM－His　llg　RNase　Aが
主成分でありHisエ2のN3位にCM基の導入さ
れた3－CM－His　12は副成分である2°）．　RNase　M
の場合CM基は両ペプチドから得られたHisの
N3位に導入されているので，これを確認するた
め，14C－CM－RNase　Mを6N塩酸で分解し，
分解物を高圧ろ紙電気泳動にかけた．泳動パタ
ー ンを図9に示した．14C－CM基はHisのN3位
に主に導入されているが約3％程度の1－CM－His
　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60
RN。se　T2・－T・P－Thr－1↓e－Hls－Gしy－Leu－TrP－Pr。－Asp－As・－Cys－Asp－Gしy－Se「－Ty「一
　　　　　　　　　ホRNose M：－TrP－Thr－1しe－Hls－GLy－Leu－Trp－Pro－Asp－ASn－Cys－Asρ一Gしy－Se「－Ty「一
　　　　　トー一一一一一一S1－P1－Cpep†ide－一一一一一一一一一一一一一一一一一
　　　　112　　　　　　　　　　　　　　　　120
RNqse　T2：一丁rp－Asn－Lys－His－Gしy－Thr－Cys－‖e－Asn－Thr－iVe－Gしu－PrO－Ser－CyS－Tyr－Lys－Asp一
　　　　　　　　　　ネRNgse　M・一丁rP－Asn－Lys－Hls－Gしy－Thr－Cys－ILe－Asn－Thr－1しe－AsひP「°－Se「－Cys－Ty「－P「。－Asp’
　　　　　　　　　トー一一一一一一P2－DEAE　pep針de
　　　　　　　　　＊The　Si†e　where　l4C一しgbeしed　PTH－omno　ocld　woS　reしeqSed
Fig．8．Amino　acid　sequences　of　two　histidine・containing　peptides，　S1－P1－C　and　P2－DFAE．
＊The　site　where　14C－1abeled　PTH－amino　acid　was　released．
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Fig．9．　Paper　electrophoresis　of［14C］CM　RNase　M
　　　　at　pH　6．5．　LCM　His，　Nl－carboxymethyl－
　　　　histidine；3－CM　His，　N3－carboxymethyl’
　　　　histidine．
が検出された．
　RNase　M，　RNase　A共に活性中心に2残基
のHisの関与が考えられるが，　His残基のN3
位がヨード酢酸と反応しやすい方向を向いている
のか又は側鎖の影響で，N、位のヨード酢酸との
反応性が高まっていると思われる．・4sρ．　oηzαθ
のこの型のRNaseであるRNase　T221），1Mzo吻s
sp．の同様の型のRNase　Rh22），においても，ヨ
ー ド酢酸により修飾されるHis残基は2残基で
あり，いつれも3－CM－Hisが主な反応生成物で
あることから真菌由来のRNaseで分子量の大き
な，アデニン親和性の強い酵素は，活性中心の構
造がRNase　Aとは異なった状態であると考え
られる．更に同じ真菌由来の分子量の小さな，グ
アニン塩基に親和性のあるRNase　T・23），　RNase
Ms24），　RNase　St25）等では活性部位に存在する
アミノ酸残基としてGlu，　Hisが知られており，
RNase　Mの場合とは異なっている．現在まで知
られているトランスフェラーゼ型のRNaseの活
性部位に存在しているアミノ酸残基に関して，大
まかにグループ分けをすると，動物型，グアニン
親和型，アデニン親和型という3種に分類できる
と考えられる．
3．RNase　Mの部分的一次構造について
RNase　Mについては現在全構造を解明すべ
　　　　　　　　　70（δ）　　RNase　Rh：　－Arg－Ala－Ser－Ser－Ser－11e－Ala．Ser－Va｜－11e・
　　　　　　　　　　フら　　　　　　　　　き　
　RN・se　T2・－A「g’G1・’Ty「－S帥一A・・－ne－Th「“Ala－11・’L・・’
　RNase　H　：　＝Arg≡Glu一丁yr－Ser・Asn－11e－Thr■Ser－11e－Leu一
　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50
｛b）　　RNase　Rh：　＝Gly・Pro－Asp－A～n－Ala－Phe－Thr－Leu－His－Gly－Leu－Trp－Pro－
　　　　　　　　　　　　50　　RNase　T　：　－GIy－Pro－Ser－Asp－Seず一Trp－Thr－1｜e－Hls－G互y－Leu一τrp＿Pro－　　　　2
　　RNa～e　ト1　：　－Gly－Pro－Ser－Asp－Ser－Trp－Thr－11e－His－Gly＿Leu＿Trp－Pro’
　　　　　　　　　　　　　　　　　110　　RNase　Rh：　＿Phe－Trp－Ser－HIs－GIu－Trp－Ser－Lys－His－Gly－Thr－Cys－
　　　　　　　　　11D　　RNase　T　：　－Phe－Trp－Glu－H‘s－G］u－Trp－Asn－Lys－His－Gly－Thr－Cys⇔　　　　2
　　RNase　M　：　＿Phe－Trp－GIu－Hls－GIu－Trp－Asn－Lys－His－Gly一丁hr－Cys－
Fig．10．　Comparison　with　the　amino　acid　sequences
　　　　of　three　peptides　from　RNase　M，　RNase　T2，
　　　　and　RNase　Rh．（a）The　amino　acid　sequen・
　　　　ces　of　glycopeptides．（b）The　amino　acid
　　　　sequences　of　peptides　containing　two　his・
　　　　tidine　residues　constituted　the　active　site
　　　　of　the　enzymes．
く，実験中であるが，本稿で紹介したアミノ酸の
配列を一次構造の解析の済んだ・4Sカ．⑳磁θの
RNase　T2及びR万90カ〃s　sp．のRNase　Rhの
既知構造と比較した．結果を図10に示した，糖鎖
結合部位はRNase　Mでは1ケ所であるが，
RNase　T2では3ヶ所で，15位，76位，239位の
As、に結合していると報告されている21）．　RNase
Mの糖鎖結合部位周辺のアミノ酸配列を比較す
ると，RNase　T2のAs。76位近辺のアミノ酸配
列に高い相似性が見出された。RNase　Rhは糖鎖
を持たない単純蛋白質である．
　これらの酵素の活性部位を構成しているアミノ
酸残基の中で2個のHisの存在が報告されてい
るが，RNase　T2ではHis　53，　His　115位であり，
RNase　M，　RNase　Rhの活性に関与していると
考えられるHis　2残基周辺のアミノ酸配列を
RNase　T2と比較すると，非常に高い相似性のあ
る事が明らかである．現在RNase　Mは全構造
の解析には致っていないが，90％以上の配列が決
定されている．その配列とRNase　T2とのho・
mologyは65％であり，一方異種属のRNase　Rh
とRNase　T2では42～43％のhomologyがある．
この高い相似性は他の例にも見られる様に，活性
中心を構成するアミノ酸残基が，進化の過程でも
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保存されているためと考えられる．
　本酵素およびRNase　T2のS－S結合の解析は
かなり難しい点があるが，類縁のRNase　Rhに
ついてX線の結晶解析26）が進行中であり，この結
果によっては，他の属の酵素の高次構造も明らか
にされるものと考えられる．
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